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研究成果の概要（和文）：本研究は関節リウマチに関連した自己抗体産生における、抗体産生誘導T細胞やこれらが産
生するIL-21の機能を検討した。IL-21受容体欠損マウスを用いた研究から、IL-21は抗体産生誘導T細胞自体の分化には
必要ないが、それによる自己抗体産生の誘導には必須であり、そのためこれらのマウスは関節炎誘導に抵抗性であるこ
とが判明した。ヒト患者検体の解析では、末梢血中の抗体産生誘導T細胞と疾患活動性や自己抗体価に明らかな相関は
認めなかったが、関節内には典型的な抗体産生誘導T細胞とは異なる表現型のIL-21産生細胞を多く認め、局所での抗体
産生や異所性リンパ濾胞形成への関与が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We examined in this study the functions of follicular helper T cells, which 
induce antibody production by B cells by producing IL-21, in the autoantibody production in rheumatoid 
arthritis. We found that mice deficient for IL-21 receptor were resistant for the development of 
experimental arthritis, despite normal induction of follicular helper T cells, due to defective 
autoantibody production by B cells. In the patient samples, the number of follicular helper T cells in 
the peripheral blood did not correlate with the disease activity or autoantibody levels. However, 
IL-21-producing T cells not showing typical phenotypes of follicular helper T cells were abundant in the 
joint, suggesting their involvement in local autoantibody production and ectopic germinal center 
formation.

研究分野： 臨床免疫学
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA）の原因は、何らかの自己
抗原に対する自己免疫反応であり、MHC クラ
ス II との強い遺伝子相関などから、CD4T 細
胞が、中心的な役割を果たしていると考えら
れている。一方、RA に最も特異性の高い免疫
異常として、抗シトルリン化タンパク抗体の
存在が知られており、RA の病因に深く関わる
と想定されるが、これが産生される分子機構
は現在のところ不明である。 
 ここで CD4T 細胞の重要な機能の一つに、B
細胞の抗体産生誘導が挙げられる。近年、リ
ンパ濾胞内で抗体のアイソタイプスイッチ
や親和性成熟を誘導する、独立したヘルパー
CD4T 細胞サブセットとして、濾胞ヘルパーT
細胞（Follicular helper T cell: Tfh）が
マウスおよびヒトで同定された。Tfh 細胞は
機能的にはサイトカインの一つである IL-21
の産生をその特徴とし、これを介して B細胞
に作用する。しかし IL-21 の受容体は B細胞
以外の細胞も発現しており、そのため生体内
では様々の作用を持つことが示されていた。 
 研究開始時点において、ヒト RA、およびマ
ウス関節炎モデルで、Tfh 細胞やこれらが産
生する IL-21 が、関節炎病態や、それに関連
する自己抗体産生において、どのような機能
を果たしているかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究ではまずIL-21レセプター欠損マウス
を用いた関節炎動物実験で、関節炎病態と自
己抗体産生において、Tfh 細胞の産生する
IL-21 の役割を検討した。関節炎のモデルに
は II 型コラーゲン（CII）で免疫することで
誘 導 する、 コ ラーゲ ン 誘導性 関 節 炎
（collagen-induced arthritis: CIA)を用い
た。また、これと並行して RA 患者の末梢血、
関節液、さらに関節滑膜組織中で Tfh 様細胞
を同定し、それらの機能的特徴を明らかにす
る。さらにそれらと病態との関連についての
解析を試みる。これらの解析から、関節炎病
態やそれに関連する自己抗体産生における、
Tfh や IL-21 の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(１)IL-21 受容体欠損マウスにおける CIA の
誘導と解析 
① 動物実験：九州大学医学部動物実験倫理
委員会および九州大学遺伝子組み換え実験
安全委員会の承認を受けて行なわれた。 
② マウス：IL-21 受容体欠損マウス（C57BL/6
背景）は、米国 NIH、Warren Leonard 博士よ
り供与を受けた。 
③ CIA 誘導と評価：ニワトリ由来 CII を、CFA
と共に免疫、3週間後に追加免疫を行なった。
追加免疫後は隔日で関節炎発症を肉眼的に
評価。免疫後６０日では組織学的評価も行っ
た。 
④ 免疫学的解析：CIA 誘導後、経時的に血清
を採取、血清中の抗 CII 抗体価を ELISA 法に

て測定。免疫後１４日、３５日ではリンパ節、
脾臓を採取し、フローサイトメーター解析、
T細胞抗原反応性解析に供した。 
(２)ヒト RA における抗体産生誘導性ヘルパ
ーCD4T 細胞の機能解析 
① 臨床検体：九州大学倫理審査委員会での
承認の後、九州大学整形外科、国立病院機構
九州医療センターリウマチ科、近藤リウマチ
整形外科クリニックから文書にて同意を得
た後に採取した。 
② フローサイトメータ解析：末梢血および
関節液リンパ球は密度勾配遠心法にて、滑膜
リンパ球はコラゲナーゼ処理にて採取した。
リンパ球表面抗原（CXCR5, PD-1, ICOS 等）
を多重染色法にて解析した。サイトカイン産
生は PMAと ionomycin で 4時間刺激後に細胞
内染色法によって検出した。 
③ 滑膜組織培養：新鮮滑膜組織片を培養プ
レートインサート上で培養した（気相液相界
面培養）。経時的に組織学的解析、培養上清
中の自己抗体およびサイトカイン濃度測定
を行なった。 
 
４．研究成果 
(１)IL-21 受容体欠損マウスにおける CIA の
免疫病態解析 
 IL-21 受容体欠損マウスは CIA 誘導後、関
節炎をほとんど発症せず、これは組織学的に
も確認された。すなわちIL-21シグナルはCIA
発症に必須であることが明らかになった。 
 関節炎抵抗性のメカニズムを調べるため、
CIA 誘導後、経時的に血清抗 CII 抗体価を測
定したところ、IL-21 受容体欠損マウスでも
IgM クラスの抗体は、野生型と同レベルで産
生されていた。一方、IgG 型抗 CII 抗体抗体
価は著明に低下しており、CIA 発症が抗体依
存性であることを鑑みると、これが関節炎抵
抗性の主因と考えられた。 
 一方、T細胞の機能について調べてみると、
CII 特異的な IL-17 産生や IFN-γ産生には
IL-21 受容体欠損マウスと野生型マウスの間
に差を認めなかった。 
 次に IL-21 受容体欠損マウスにおける IgG
型抗体産生の低下のメカニズムをフローサ
イトメーターを用いて解析したところ、濾胞
胚中心 B 細胞の数が著減していたが、Tfh 細
胞は減少していなかった。 
 上記の結果から B細胞自身の IL-21 シグナ
ルがCIA発症に重要な可能性が考えられるた
め、IL-21 欠損マウスおよび野生型マウス由
来の CD4T 細胞および B 細胞の、異なる組み
合わせの移入実験を行なった。その結果 B細
胞が IL-21 欠損マウス由来のときにのみ CIA
発症が抑制されていたことから、上記仮説が
証明された。これらの解析から CIA 発症を担
う自己抗体産生における、IL-21 の役割が明
らかすることが出来た。 
(２)ヒト RA における抗体産生誘導性ヘルパ
ーCD4T 細胞の機能解析 
 まず過去の報告に従い RA 患者末梢血中の



CXCR5 陽性循環 Tfh 細胞をフローサイトメー
タ法にて検出した。これらの一部は PD-1 分
子も発現していた。しかし、これら Tfh 細胞
の数と RA 疾患活動性や抗シトルリン抗体価
の間に明らかな相関は認めなかった。 
 一方、関節内の CD4T 細胞についても調べ
たところ、末梢血にみられたような CXCR5 を
発現する細胞は少数しか存在しなかったが、
代わりに PD-1 のみを発現する細胞を数多く
認めた。さらに IL-21 産生能を有する細胞も
関節内には多く存在し、これらには PD-1 陽
性、陰性いずれ群も含まれていた。 
 これらの細胞は関節内、特に滑膜で B細胞
の抗体産生誘導に働いている可能性が考え
られたため。滑膜組織での抗体産生を検出す
る方法を開発した。最終的に気相液相界面培
養法により、数週間にわたり滑膜組織を培養
することも可能になった。しかし、滑膜組織
検体数の減少なども重なっため、研究期間内
にこの系を用いてのヘルパーT 細胞の役割を
検討するまでには至らなかった。 
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